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血清 NSE 已成为小细胞肺癌(SCLC)诊断中 敏感的肿瘤标志物。随着研究的进
一步深入，非小细胞肺癌(NSCLC)神经内分泌化逐步引起人们的重视，神经内分
泌产物 NSE 在 NSCLC 中的地位也越来越受关注。总之，NSE 作为神经内分泌
性质肿瘤的标志物及神经元损伤的标志物，已越来越受国内外学者的关注。 
在这个大背景下，为了进一步研究 NSE 在肿瘤与临床方面的意义与应用。
我们通过基因工程技术构建了带有 GST 标签和 His 标签的 NSE 原核表达载体，
将构建好的的表达载体转化原核宿主菌，表达和纯化了 NSE 融合蛋白。并用 NSE
融合蛋白作为抗原免疫新西兰家兔。当我们收集到大量高效价的多抗兔血清后，
对这些兔多抗血清进行纯化，采用了两种方法：一种是用 Protein G 亲和层析柱
进行大量的纯化，这种方法方便快速，可以进行大批量的处理，但是不能去除抗


























Neuron specific enolase (NSE) that specifically exists in neurons and 
neuroendocrine cells is a key enzyme in glycolysis pathways. NSE as a sensitive 
protein marker in pathology and a quantitative index of central nervous system 
damage is gaining more and more attention. Serous NSE has been considered as the 
most senstive tumor marker in diagnosis of SCLC. Along with the further studies, the 
neuroendocrine nature of non-small cell lung cancer (NSCLC) and the role of NSE in 
NSCLC gradually attracted attention. In short, NSE as a tumor marker of 
neuroendocrine tumor and a biological marker of Neuron damage has been receiving 
a lot of interest lately. 
In order to do further studies on the significance and application of NSE in 
neuroendocrine tumor, we constructed the prokaryotic NSE expression vectors with 
GST and His tag through genetic engineering techniques, and transformed these 
expression vectors into host bacteria to express NSE fusion proteins. By applying the 
affinity purification method, we obtained enough purified NSE fusion protein to 
immunize rabbits. As long as the titer was high enough, the rabbit serum was 
collected. Purification of antiserum can be implemented by two methods. The first 
one is to use Protein G affinity column to deal with large amount of antiserum, which 
has the advantage of convenience. But it also has some disadvantage, such as other 
antibodies can not be dislodged from the specific NSE antibody. The other method we 
used is immunoaffinity purification, by which we used His fusion protein as antigen 
to adsorb NSE specific antibody. It took up the merit of specificity and the defect of 
difficulty in gaining large amount of antibody. The gain of NSE specific antibody 
paves the way for our further researches in future. 
 


















1.1 NSE 概述 
1.1.1 NSE 分子结构和生化特征 
烯醇化酶(2-磷酸-D-甘油酸酯氢化酶) 是普遍存在于生物体内的糖酵解酶，
是糖酵解过程中催化 2-磷酸甘油酸脱水生成磷酸烯醇式丙酮酸的关键酶。它由免






(Non-neuron Specific Enolase，NNE)[1]。NNE 多数分布在肝、肾、心等组织中。
由 β 亚基组成的同工酶有 98%分布在骨骼肌和心肌中，又称(Muscle specific 
enolase，NSE)[2]。 
Moore 等[3]于 1965 年在研究神经特异蛋白时，使用 DEAE-纤维素柱层析与
淀粉凝胶电泳相结合的方法在神经组织中发现了一种功能未知的高酸性蛋白，当
时根据它的层析位置称为 14-3-2 蛋白。后来发现，14-3-2 蛋白主要存在于神经元，
将其命名为 NSP(Neuron specific protein)。Bock 等[4]学者后来研究发现 14-3-2 蛋
白具有烯醇化酶活性，且仅存在于神经组织中，故命名为神经元特异性烯醇化酶
(Neuron specific enolase，NSE)。它是 γ亚基的同源二聚体，特异地存在于神经元
和神经内分泌细胞内。  
目前 NSE(γγ)的氨基酸序列及其基因序列己被人们所认识，γ 亚基由 433 个
氨基酸组成。γ亚基的三维结构包括 N 端区域大约 130 个氨基酸及大约 300 个氨
基酸的 8 个 α/β 管状结构，其中 β 链位于管状结构的核心部位，为 NSE 的活性
位点所在，周围环绕 a 螺旋。主要的活性位点有组氨酸-189、精氨酸-371 和赖氨
















于 NSE 的检测[5,6]。由于 NSE 同时存在于红细胞和血小板，血液标本在溶血或放





化学染色及临床病人血清 NSE 的测定上均有重要意义[4]。 
 
 
                 图 1.1  NSE 的三维结构图 
           Fig. 1.1  The 3D structure of NSE protein 
图片来源：http://en.wikipedia.org/wiki/Enolase_2 
 
NSE 相对分子质量约为 78ku，等电点为 pH4.7。Marangos[8]等在 1978 年通
过大量实验指出，各种烯醇化酶在不同条件下，其稳定性存在明显差异。在 0.5M 























1.1.2 NSE 在细胞内的分布 






③NSE 的等电点为 pH4.7，会被带负电荷的核酸排斥。然而于 1994 年，Angelov[10]
首次发现正常面神经核及舌下神经核内约 20%的神经元同时有胞质及核质的




神经元及仅表现核质 NSE 免疫活性的 R2 神经元明显增多， 多可分别达 60%





富集，而有高浓度 NSE；周围神经亦含有 NSE，含量却只有中枢的 1/10-1/100，
故灰质中 NSE 高，其次为周围神经节。其中 NSE 占脑全部可溶性蛋白的 1.5%，
比例很高。周围神经和神经内分泌细胞如松果体、垂体、甲状腺等 NSE 的含量
远远低于脑内，两者相差 10-100 倍。此外，血液成分血小板、红细胞内也有一
定量的 αγ型同工酶，其含量低于脑内 30-50 倍[11]。倘若神经元发生坏死，则 NSE


















1.2 NSE 的检测方法 
NSE 在脑组织中含量 高(4000-12000ng/mg 可溶蛋白)，而血清中含量则较
低(4-12ng/mg 可溶蛋白)，脑脊液中含量更低(1-3ng/mg 可溶蛋白)，因此临床上必





前广泛应用的标记抗原 I 125 的双抗体 RIA 法能检测到纳克(ng)甚至皮克(pg)水平
的 NSE[12]。Kaneta[13]等认为 I 125 标记的人重组 NSE(R-NSE)结合抗体的能力比人
脑实际的低，因而进一步研究了二种衍生物：即 Y-NSE(即在 R-NSE 的 N 端加上
1 个酪氨酸基)和 Y-NSE.H6(即在 Y-NSE 的 C 端加上 6 个组氨酸基)，从而使标记
抗原与人脑 NSE 对抗体具有同等亲和力，使检测结果更准确。RIA 法应用放射
性同位素，并需要一定的实验设备。  










分离，大大简化操作步骤。Mercer[15]等建立的 ELISA 的灵敏度为 0.98ng/ml，















ABC-ELISA 灵敏度为 2ng/ml；军事医学科学院建立的 ELISA 测定试剂盒，灵敏










1.3 NSE 在实验性研究中的进展 
近十年来国内外对于 NSE 作了不少实验研究，许多学者通过建立实验性脑
缺血动物模型，研究脑脊液（CSF）和血清 NSE 与脑损伤程度的关系，所得结




平后大鼠皮层 CBF、血浆 NSE 浓度及神经功能和神经病理变化。结果显示，尼




关系，发现血流阻断 5min 或 15min 后，血清 NSE 浓度分别于再灌流后 24h 或
4h 明显升高，在 96h 内的 高值分别为对照组的 3 倍或 20 倍，而脑损伤的形态
学改变直到 48h 或 12h 方能明显观察到。在血流阻断 5min 组，缺血后 8 和 12h
可观察到常规 NSE 免疫染色。至再灌流 24h 可观察到相当数量染色浅的神经元，
这些细胞分布于大脑皮质的各层以及部分海马区，继之 CA1 区神经元胞浆出现















血清 NSE 的增高是由于缺血引起中枢神经系统的神经细胞浆释放大量 NSE 所
致，其含量变化与缺血性脑损伤的程度一致。Hatfield 等[21]用放射性免疫法在大
鼠脑缺血模型及应用脑保护剂 MK-801 缺血模型上连续检测了 7d 脑脊液 NSE 的
含量，并用连续切片的方法计算出脑缺血和梗死的体积，在所用的缺血大鼠(包
括应用 MK-801 组)均发现脑脊液中 NSE 的浓度高峰出现在第 3d 及第 7d，第 3d
的 NSE 值与 后的脑梗死体积呈正相关。 
Farwell 等[22]认为，可将 NSE 用于脑缺血再灌流损伤机制的研究。以沙土鼠
为研究对象，将对照组沙土鼠通过结扎大鼠颈动脉 5min，造成脑缺血；而预先
处理组在结扎大鼠颈动脉 5min 术前 24h 预先结扎颈动脉 2min。结扎大鼠领动脉
5min 后 48h，通过测定海马趾的 CA1 区 NSE mRNA 水平，对照组比预先处理组
增高 38%，说明预处理可造成缺血耐受，对脑损伤有一定的抑制作用。Woertgen
等[23]在大鼠脑外伤模型中观察不同强度皮层撞击伤后大鼠第 1、6、12、24、48
小时的血清 NSE 浓度，并与对照组比较，结果显示脑外伤组平均血清 NSE 浓度
为 8.82mg/L， 大 NSE 浓度(平均 31.5mg/L)出现在外伤后 6 小时，血清 NSE 水
平与脑外伤的严重程度密切相关。 
Barone 等[24]用免疫组化法观察到脑缺血前 NSE 仅存在于神经元细胞浆内，
缺血 24 小时后，梗死区 NSE 弥散分布到细胞间隙中，缺血区内一些皱缩及尚未
死亡的受损神经元内仍可见到散在的 NSE。同时发现，不仅在缺血区血管，而
且在对侧大脑半球的血管内也出现了 NSE。这一现象提示 NSE 从缺血损伤的神
经元内“漏出”，可跨过血脑屏障进入体循环，因而可在外周血检测到 NSE 浓度
的升高。该实验同时发现缺血后 2 小时到 2.5 天血浆中 NSE 较对照组显著上升，
因血细胞 NSE 的含量比脑至少低 30 倍，故血中 NSE 水平的上升反映了神经系





从而使体液 NSE 定量评估神经元损伤成为可能[26]。 




















1.4 NSE 与临床的关系 




血浆 NSE 浓度水平就已经明显上升或剧增，所以监测血浆 NSE 的动态变化有助
于了解脑梗死和脑出血后的病情改变。Li 等[27]报道急性缺血性卒中患者脑脊液
NSE 明显升高，且后者浓度的变化与脑梗死范围明显相关。Cunningham 等[28]在
163 例中风患者的研究中发现，发病后第 48、72 小时及 4 天内 大血清 NSE 浓
度与脑梗死的体积相关，但与脑出血的体积无相关性；发病后第 48、72 小时脑
梗死患者的血清 NSE 水平显著高于脑出血者；脑梗死面积大者，其血清 NSE 浓
度的峰值出现较晚。但是，血清 NSE 浓度的高低不能作为区分脑出血和脑梗死
的指标。Aurell 等[29]报道 28 例脑梗死患者，发现急性期脑脊液 NSE 与入院时
CT 扫描的病变体积明显相关，CT 示体积较大者，NSE 明显增高，CT 示体积较
小者，NSE 浓度相对较低。 
Mabe 等[30]动态检测 29 例蛛网膜下腔出血患者血清 NSE，结果表明病情严重
者血清 NSE 显著高于症状轻者；出血量越多，NSE 水平越高；预后佳者整个病
程中血清 NSE 浓度处于低水平。在发生迟发性缺血性损害尤其是预后差的病人，
血清 NSE 浓度维持高水平可达 3 周。Schaarschmidt 等[5]动态检测脑梗死 30 例、
脑出血 13 例、心源性缺氧 11 例患者血浆 NSE，持续动态检测 10 天，结果显示
脑梗死、脑出血及心源性缺氧组发病后 72 小时内血浆 NSE 值与临床预后相关：
高血浆浓度者预后差，大于 115ng/ml 者均死亡，在那些发生继发性脑损伤如脑
水肿加重的患者，血浆 NSE 再次上升或剧增先于临床症状和其他指标发生变化
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